急性髓系白血病（AML）是一种严重危害人类健康的血液系统恶性克隆性疾病。近年来，AML的治疗已取得很大进展，但仍有相当部分患者出现复发或耐药，只有40%\~45%的年轻AML患者和不足10%的老年AML患者生存期超过5年[@b1]。因此，探索新药或新的治疗方案是目前AML的研究重点之一。有研究显示青蒿琥酯（Artesunate，ART）对多种急性白血病细胞株包括耐药细胞株均具有抑制增殖和促进凋亡的作用[@b2]。硼替佐米（Bortezomib，BTZ）是一种蛋白酶体抑制剂，主要应用于多发性骨髓瘤、套细胞淋巴瘤等血液系统恶性肿瘤的治疗。国内外研究证实BTZ也具有抗白血病效应[@b3]--[@b6]。目前国内有报道证实ART联合BTZ能协同抑制T细胞淋巴瘤细胞株Jurkat细胞的增殖[@b7]。本研究探讨ART联合BTZ对AML细胞株增殖、凋亡及自噬的影响及其可能的作用机制，为两药联合治疗AML提供实验依据。

材料与方法 {#s1}
==========

1．试剂与仪器：ART购自中国食品药品检定研究院，BTZ购自西安杨森制药有限公司，RPMI 1640培养基、胎牛血清均购自美国Hyclone公司，噻唑蓝（MTT）购自美国Sigma公司，Annexin Ⅴ-FITC/碘化丙锭（PI）双染细胞凋亡检测试剂盒购自四正柏公司，BCA蛋白定量试剂盒购自康为试剂公司，半胱氨酸蛋白水解酶（Caspase-3）、cleaved-Caspase-3、Bim、Mcl-1、GAPDH单克隆抗体均购自美国Cell Signaling公司，Bcl-2、Bax单克隆抗体均购自美国Proteintech公司，LC3B单克隆抗体购自美国Sigma公司。流式细胞仪为美国Beckman Coulter公司产品；CO~2~恒温孵箱为美国Thermo Scientific公司产品。

2．细胞培养：人AML细胞株MV4-11细胞（带有FLT3-ITD突变）由四川大学华西医院血液病研究室提供。MV4-11细胞悬浮培养在含10%胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 µg/ml链霉素的RPMI 1640培养液中，在37 °C、5%CO~2~、饱和湿度的恒温培养箱中培养，每2\~3 d换液传代，取对数生长期的细胞进行实验，所有实验均重复3次。

3．细胞增殖抑制实验：MTT法检测ART、BTZ单药及联用对MV4-11细胞增殖的影响。取MV4-11细胞，调整细胞密度为1.5×10^5^/ml，每孔90 µl接种于96孔板，加入不同浓度ART 10 µl，使其终浓度分别为0.75、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 µg/ml，每个浓度设3个复孔，并设不加药培养的细胞为对照组，另设不含细胞的培养液为空白组，置37 °C、5% CO~2~、饱和湿度培养箱中培养至24、48、72 h，每孔加入20 µl的MTT溶液，在培养箱孵育4 h后每孔加MTT溶解液100 µl，次日用酶标仪测定570 nm处的吸光度（*A*）值，采用graphpad prism6软件计算细胞增殖抑制率及IC~50~。同样方法检测BTZ对细胞的增殖抑制作用，BTZ终浓度为5、6、7、8、9、10、11、12 nmol/L，培养时间为48 h。两药联合作用时，ART浓度选择0.75和1 µg/ml，BTZ浓度选择6和8 nmol/L，培养时间为48 h，同样设对照组和空白组，采用CalcuSyn软件计算协同指数（CI）。

4．Annexin Ⅴ-FITC/PI双染法检测细胞凋亡率：收集药物处理48 h后的细胞悬液，1 200 r/min离心5 min（离心机半径15 cm），PBS洗涤细胞2次；加入200 µl的结合缓冲液（binding buffer）重悬细胞，先后避光加入2 µl的Annexin-Ⅴ-FITC和1.5 µl PI，避光孵育15 min，1 h内上流式细胞仪检测。

5．Western blot法检测蛋白表达水平：收集药物处理24 h后的各组细胞，加入细胞裂解液混匀后冰上裂解40 min，离心收集上清，BCA法检测蛋白浓度。以40 µg总蛋白进行SDS-PAGE后转膜至PVDF膜，50 g/L脱脂牛奶室温封闭1 h，一抗4 °C孵育过夜，次日洗涤后加入相应二抗共孵育1 h，洗涤后进行X光胶片显影。

6．统计学处理：采用SPSS17.0统计软件进行数据分析，本实验数据采用*x*±*s*进行描述，两组间均数比较采用*t*检验，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用SNK法分析；*P*\<0.05为差异具有统计学意义，各种统计图则采用Graphpad Prism6.0软件进行绘制。

结果 {#s2}
====

1．ART联合BTZ对MV4-11细胞增殖的影响：ART能抑制MV4-11细胞增殖，且作用呈时间和浓度依赖性（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。ART作用48 h对MV4-11细胞的IC~50~为1.44（95%*CI* 1.37\~1.51）µg/ml。BTZ能抑制MV4-11细胞增殖，且作用呈浓度依赖性（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。BTZ作用48 h对MV4-11细胞的IC~50~为8.97（95% *CI* 8.60\~9.35）nmol/L。

![青蒿琥酯对MV4-11细胞增殖的影响（实验重复3次）](cjh-40-03-204-g001){#figure1}

![硼替佐米作用48 h对MV-11细胞增殖的影响（实验重复3次）](cjh-40-03-204-g002){#figure2}

根据药物作用细胞株的IC~50~，选择低浓度的ART与BTZ分别或联合作用MV4-11细胞48 h，结果显示两药联合对MV4-11细胞的增殖抑制率均高于BTZ单药组（*P*\<0.05）。两药相互作用的CI均\<1（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 青蒿琥酯（ART）联合硼替佐米对MV4-11细胞增殖的影响及两药协同指数（CI）

  硼替佐米浓度    0 µg/ml ART   0.75 µg/ml ART   1.0 µg/ml ART                  
  -------------- ------------- ---------------- --------------- --------------- ------
  6 nmol/L        16.83±1.93    72.40±0.91^a^        0.80        83.29±0.75^a^   0.70
  8 nmol/L        37.54±0.64    93.38±0.86^a^        0.55        97.01±0.79^a^   0.44

注：和硼替佐米单药组相比，^a^*P*\<0.05；IR：细胞增殖抑制率。实验重复3次

2．ART联合BTZ对MV4-11细胞凋亡的影响：1.5 µg/ml ART、8 nmol/L BTZ作用MV4-11细胞48 h的凋亡率分别为（15.27±2.18）%、（9.85±3.23）%，两用联合作用MV-11细胞的凋亡率为（81.67±5.96）%，显著高于单药组（*t*=18.12、18.35，*P*值均\<0.05）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![青蒿琥酯（ART）联合硼替佐米（BTZ）对MV4-11细胞凋亡的影响](cjh-40-03-204-g003){#figure3}

3．ART联合BTZ对MV4-11细胞LC3B蛋白表达的影响：1.5 µg/ml ART联合6或8 nmol/L BTZ处理24 h后，MV4-11细胞株中LC3B-II表达上调（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![青蒿琥酯联合硼替佐米对MV4-11细胞LC3B蛋白表达的影响\
1：对照组；2：1.5 µg/ml青蒿琥酯作用组；3：6 nmol/L硼替佐米作用组；4：8 nmol/L硼替佐米作用组；5：1.5 µg/ml青蒿琥酯联合6 nmol/L的硼替佐米作用组；6：1.5 µg/ml青蒿琥酯联合8 nmol/L硼替佐米作用组](cjh-40-03-204-g004){#figure4}

4．ART联合BTZ对MV4-11细胞内cleaved-Caspase-3及Bcl-2家族蛋白表达的影响：ART联合BTZ处理24 h后，MV4-11细胞中cleaved-Caspase-3表达上调，Bcl-2家族蛋白中抗凋亡蛋白Bcl-2表达下调，而促凋亡蛋白Bim蛋白表达上调（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![青蒿琥酯联合硼替佐米对MV4-11细胞cleaved-Caspase3、Bcl-2、Mcl-1、Bim、Bax蛋白表达的影响\
1：对照组；2：1.5 µg/ml青蒿琥酯作用组；3：6 nmol/L硼替佐米作用组；4：8 nmol/L硼替佐米作用组；5：1.5 µg/ml青蒿琥酯联合6 nmol/L的硼替佐米作用组；6：1.5 µg/ml青蒿琥酯联合8 nmol/L硼替佐米作用组](cjh-40-03-204-g005){#figure5}

讨论 {#s3}
====

青蒿素是从中国传统中草药黄花蒿中提取的有效抗疟疾成分。ART是青蒿素类似物，近年来其显著的抗肿瘤活性逐渐引起了人们的关注[@b8]。大量研究表明ART对多种AML细胞株均具有抑制增殖和诱导凋亡的作用，尤其对含MLL重排和FLT3-ITD突变的AML细胞更敏感[@b2],[@b9]。ART对正常造血细胞毒性低，与传统化疗药物不产生交叉耐药，与多种传统抗白血病药物如阿糖胞苷、阿霉素等联合使用具有协同效应，这使其成为一种有前景的抗白血病药物[@b2]。本研究结果显示，ART呈浓度和时间依赖性抑制MV4-11细胞增殖，与国内文献报道相似[@b10]。

BTZ是首个被美国FDA批准用于临床的蛋白酶体抑制剂，已成功应用于多发性骨髓瘤、套细胞淋巴瘤等血液系统恶性肿瘤的治疗。近年来，BTZ对AML细胞的作用引起学者们重视。研究表明，较低浓度的BTZ即可诱导AML细胞株及白血病干细胞凋亡，而对正常造血细胞毒性低[@b3],[@b11]--[@b12]。我们的研究结果显示BTZ可以抑制MV4-11细胞增殖，作用呈浓度依赖性，这与Yu等[@b13]的研究结果相似。ART和BTZ都显示出抗白血病效应，两药联合是否具有协同效应？我们的研究证实，ART联合BTZ对MV4-11细胞有协同抑制增殖和促进凋亡的作用，Western blot法检测结果显示两药联合后水解活化的Caspase-3的表达也明显增强，也符合我们的预期。

自噬（Autophagy）是细胞内受损、变性或衰老的蛋白质和细胞器被运输到溶酶体，溶酶体对其消化降解，以胞质内自噬体的出现为标志的自我消化过程，是除凋亡途径外细胞死亡的另一种重要方式[@b14]。有文献报道，ART可诱导乳腺癌细胞发生自噬[@b15]。也有研究表明，BTZ可诱导部分AML细胞和骨髓增生异常综合征细胞发生自噬[@b4],[@b16]。我们的研究结果表明ART联合BTZ可使MV4-11细胞中自噬相关蛋白LC3B的表达上调，这说明ART联合BTZ协同促进MV4-11细胞凋亡的同时也促进MV4-11细胞发生自噬。

研究表明，ART主要是通过线粒体凋亡途径诱导多种肿瘤细胞株包括白血病细胞株凋亡[@b17]--[@b19]。而BTZ也主要通过线粒体途径诱导细胞凋亡[@b13],[@b20]。细胞凋亡的线粒体途径主要受Bcl-2家族蛋白的调控，Bcl-2家族蛋白是细胞凋亡中最重要的调控因子，包括两类作用相反的凋亡调节蛋白，一类是抗凋亡蛋白，主要包括Bcl-2、Mcl-1、Bcl-xl；另一类是促凋亡蛋白，主要包括Bax、Bak、Bim、Bad等，两类凋亡调节蛋白的失衡促进或抑制了肿瘤细胞的凋亡。多个研究表明，ART诱导肿瘤细胞死亡的同时伴随Bcl-2家族蛋白的改变，如Bcl-2蛋白下调和Bax蛋白的上调[@b21]--[@b22]。也有研究表明，BTZ主要通过影响Bcl-2家族蛋白等的表达促进肿瘤细胞凋亡[@b23]。我们的研究结果显示，ART联合BTZ促进MV4-11细胞凋亡和自噬的同时伴随Bim蛋白的表达上调和Bcl-2蛋白的表达下调。

总之，ART联合BTZ具有协同抑制AML细胞株MV4-11细胞增殖和诱导凋亡及促进自噬的效应，作用机制可能与抗凋亡蛋白Bcl-2的下调和促凋亡蛋白Bim的上调有关。肿瘤的传统治疗如放疗、化疗不良反应大，本研究选用传统中药及靶向药物相结合，在减轻不良反应、增强疗效方面可能具有优势，这是本研究的创新之处。本研究首次证实了ART联合BTZ对AML细胞株具有协同抑制增殖和促进凋亡及自噬的作用，为两药联合治疗AML提供一定的实验依据，但其相互作用的具体机制还有待深入研究。

[^1]: 胡莲洁现在四川省宜宾市第二人民医院血液科
